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摘   要 
本文从南极中山站排污入海口（ZSS）沉积物样品中直接提取环境样品微生
物总 DNA，大小在 48Kb 以上。经过吹打调整 DNA 片段大小（到 30-45Kb）后
构建了 ZS cosmid 宏基因组文库，获得了约 6500 个阳性克隆子。推算该 DNA 文
库的总容量为 228Mb，可以覆盖约 10 株类似 E.coli 菌株的总基因组。 
采用蛋白酶活性筛选功能板筛选该文库我们得到了一个编号为 1146 的阳性
克隆能够分解底物脱脂牛奶，在筛选平板上产生清晰的透明水解圈。DNA 测序
后分析表明该克隆外源 DNA 包含一个由 425 个氨基酸编码组成的蛋白质的完整
的开放阅读框(ORF)，GC 含量为 50.6%。BLAST 软件分析该外源 DNA 包含一
个完整的碱性蛋白酶基因，预测该蛋白质的分子量 Mw 为 44.833kD。PCR 扩增了
蛋白酶基因的 DNA 序列并连接到大肠杆菌表达载体 pET-His 上，在大肠杆菌
BL21(DE3)中实现了表达，并对该酶的生化特性进行了研究。酶学数据表明克隆
1146 所产碱性蛋白酶 适作用 pH 值为 9.0， 适温度为 60˚C。在 50˚C 条件下
具有较好的耐热性。我们将该 DNA 片段所编码的基因命名为 ACPRO001 基因，





























In this study, the metagenomic DNA were exrtracted and purified from a sediment 
sample core from ZSS. The samples ZSS was collected from the coast near the China 
Zhongshan Station.and the site ZSS was the sediment within the treated sewage 
effluent to the sea. The size of the DNA was more than 48Kb. Than the size was 
adjusted to 30-45Kb and was used to constract the metagenomic cosmid library. The 
library contained about 6500 clones. The length of the library covered 228Mb and 
provided more information about the microbial assemblages. 
Atfer screening the metagenomic library wih the sreening tacties of protease 
activity, we had got a positive clone which code number was 1146. This clone 
produced protease to hydrolyze defatted-milk on the special plates.The analysis 
indicated that this clone foreign DNA fragment contained an integrated ORF which 
coded 425 amino acids.The GC containing was 50.9%.The foreign DNA fragment 
contained an integrated alkaline portease gene after analyzed by BLAST software.The 
portein Mw was 44.833kD.A DNA sequence containing the DNA region encoding the 
protease gene was amplified by PCR and cloned into E.coli expression vector 
pET-His，rersulting in an experssion plasmid His-ACPRO001. 
The enzyme data had proved the enzyme reaction optimum pH was 9.0 and the 
optimum teperature was 60˚C.The enzyme had a good heat-tolerance at the 
temperature of 50˚C.The new gene was named ACPRO001 and registered in the 
Genebank database.The registered number was FM163400.                          
In order to get a improvement on the activity, stability and the optimal pH of the 
protease, we used the Error-prone rolling circle amplification method to do a directed 
evolution of the protease. Date to now,we had got 800clones, but none of them 
showed better characters. We are still working on it.   
 
 


















1  前言 
1.1  极端生物 











偏爱高于 80 oC 的温度，甚至有些超嗜热微生物在高于 100 oC 的环境下也能旺盛
生长[1]。Thomas D. Brock 等对热泉微生物进行的早期研究发现了能在 70 oC 以上
生长的嗜热微生物。这是一种水生栖热细菌（Thermus aquaticus），它的发现开
创了生物研究中的革命性技术—PCR 技术的新时代。随后该研究组在一个极热
的酸性泉水中发现了第一个能在 85 oC 旺盛生长的超嗜热微生物，古菌 Sulfolobus 
acidocaldarius[2]。到目前为止，已经发现并分离了超过 50 种的超嗜热微生物，
德国 Regensburg 大学的 Karl O. Stetter 等在这个领域做了较大贡献[3]。 



































的物种上，Pyrococcus 和 Thermococcus[9]。 
1.3 未培养技术 
1.3.1 未培养微生物资源介绍 






















100 多年前，Koch 等建立在实验室人工条件下对微生物进行分离和培养的技 
术，一直是我们研究、认识各种不同微生物的基本手段。传统的微生物学产业就 




























    宏基因组( Metagenome) 是由Handelsman 等1998 年提出的新名词, 其定


























































































Fujii 等将DNA 滚环扩增的原理应用于易错PCR 技术, 于2004 年创立了 
一种新的进化方法———易错滚环扩增法( error -prone rolling circle amplification, 




增) , 不仅大大简化了进化过程,也使得随机突变技术变得更为普遍[36]。 
Fujii等利用EP- RAC 法对PUC19 质粒上的β- 内酰胺酶( 头孢氨苄抗性) 
进行定向进化, 经一轮进化, 筛选到7 个对1mg/L头孢他啶具有抗性的突变体, 
改变了β-内酰胺酶的底物选择性。 
1.6 南极、深海生态学研究简介 
1.6.1  南极概况 
冰雪覆盖的大陆, 周围岛屿星罗棋布。南极洲的面积, 包括南极大陆及其岛
屿面积共约 1,400,000km2 , 占世界陆地面积的 10％,与美国和墨西哥面积之和相
当, 是中国陆地面积的 1.45 倍, 是澳大利亚陆地面积的 2 倍, 为世界第五大陆。
南极洲四周围绕着 
南极洲, 位于南极点四周, 为多风暴且易结冰的南大洋, 为大西洋、太平洋

















南极洲距离南美洲 近, 中间隔着只有 970km 的德雷克海峡；距离澳大利亚约有
3,500km；距离非洲约有 4,000km；与中国北京的距离约有 12,000km。南极洲是
由冈瓦纳大陆分离解体而成, 是世界上 高的大陆, 平均海拔 2,350m。横贯南极
山脉将南极大陆分成东西两部分。这两部分在地理和地质上差别很大。东南极洲
是一块很古老的大陆, 据科学家推算, 已有几亿年的历史。它的中心位于难接近
点, 从任何海边到难接近点的距离都很远。东南极洲平均海拔高度 2,500m, 大
高度 4,800m。在东南极洲有南极大陆 大的活火山, 即位于罗斯岛上的埃里伯斯
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